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RESUMEN 
Se determinó la actividad antibacteriana in vitro de los extractos etanólicos y 
metanólicos de hojas y tallos de Hyptis eriocephala Benth y de hojas de Piper 
umbellatum L. recolectadas en el Departamento de Amazonas (Perú), frente a 
cepas planctónicas y biopelículas de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. Para determinar la Concentración 
Mínima Inhibitoria (CMI) y la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas 
(CMIB) se empleó el método de microdilución en placa de 96 pocillos de 
poliestireno con resazurina. Para el caso de las biopelículas primero se 
seleccionaron a las Cepas Formadoras de Biopelículas (CFB) mediante el 
método de Agar Rojo de Congo (ARC). Conclusiones; Todos los extractos de 
Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. demostraron actividad 
antibacteriana frente a las cepas planctónicas de Staphylococcus aureus ATCC 
25923 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; La actividad antibacteriana 
moderada fue evidenciada frente a Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
para el extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth con un valor de 
CMI de 250 µg/mL y para los extractos de Piper umbellatum L con valores de 
CMI de 250 µg/mL y 125 µg/mL. Sólo el extracto etanólico de Piper umbellatum 
L. presentó actividad antibiopelícula débil frente a biopelículas de 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 con un valor de CMIB de 1000 µg/mL, 
mientras que los demás extractos no presentaron actividad antibiopelícula frente 
a los microorganismos estudiados.  
Palabras clave: Hyptis eriocephala Benth, Piper umbellatum L., Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, biopelículas, microdilución en placa con 
resazurina. 
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SUMMARY 
The in vitro antibacterial activity of the ethanolic and methanolic extracts of the 
leaves and stems of Hyptis eriocephala Benth and the leaves of Piper umbellatum 
L. collected in the Department of Amazonas (Peru), was determined against 
planktonic strains and biofilms of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228. To determine the Minimum Inhibitory 
Concentration (MIC) and the Minimum Inhibitory Concentration of Biofilms 
(CMIB), the microdilution method was used in the polystyrene 96-well plate with 
resazurin. In the case of biofilms, it was selected in the Biofilm Forming Strains 
(CFB) by the Congo Red Agar (ARC) method. Conclusions; All extracts of Hyptis 
eriocephala Benth and Piper umbellatum L. demonstrated antibacterial activity 
against the planktonic strains of Staphylococcus aureus ATCC 25923 and 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228; The moderate antibacterial activity 
was demonstrated against Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 for the 
ethanolic extract of the stems of Hyptis eriocephala Benth with a MIC value of 
250 μg/mL and for the results of Piper umbellatum L with MIC values of 250 
μg/mL and 125 μg/mL. Only the ethanolic extract of Piper umbellatum L. showed 
weak antibiofilm activity against biofilms of Staphylococcus epidermidis ATCC 
12228 with a CMIB value of 1000 μg/mL, while the other extracts did not show 
antibiofilm activity against the microorganisms studied. 
Key   words:    Hyptis eriocephala Benth, Piper umbellatum L., Staphylococcus 
aureus, Staphylococcus epidermidis, biofilms, microdilution in plate with 
resazurin. 
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I. INTRODUCCIÓN 
 
En los últimos años en el Perú se ha incrementado el interés por la investigación 
de aquella forma de vida en comunidad que adoptan las bacterias cuando se 
encuentran en condiciones hostiles, denominadas biopelículas, puesto que son 
la causa de problemas relacionados a la práctica médica antiinfecciosa 1. 
Enfermedades infecciosas como la otitis media, endocarditis de las válvulas 
nativas, infecciones urinarias crónicas, prostatitis bacteriana, neumonías 
crónicas, osteomielitis, infecciones implicadas en la fibrosis quística e 
infecciones relacionadas con dispositivos médicos, son producidas por bacterias 
patógenas con esta forma de vida, lo que representa un problema crítico en salud 
1, 2, 3. 
Las biopelículas son comunidades bacterianas que pueden crecer sobre tejidos 
vivos o superficies inertes, lo que explica su exitosa forma de colonización y 
supervivencia, incluso reportadas en registros fósiles, con ventajas ante 
fluctuaciones del ambiente como la humedad, temperatura, pH, concentración 
de nutrientes y eliminación de desechos 4.  
Algunas bacterias están descritas con mayor frecuencia en la literatura por 
formar biopelículas sobre dispositivos médicos, como es el caso de 
Staphylococcus epidermidis el cual se caracteriza por tener condiciones 
específicas en su señalización intercelular “Quorum-Sensing” (QS) (sistema de 
comunicación para regular la densidad de población de las biopelículas) que le 
permiten formar biopelículas exitosamente sobre dispositivos médicos 5. 
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La importancia de estudiar a las biopelículas radica en que la expresión de sus 
mecanismos de supervivencia es responsable de problemas en la práctica 
médica tales como la resistencia a los antibióticos, infecciones recurrentes e 
intrahospitalarias por contaminación de dispositivos médicos, así como la 
dificultad en la cicatrización de heridas 1.  
Las biopelículas también pueden ser contaminantes patógenos en la industria de 
los alimentos y es un desafío utilizar nuevos métodos de limpieza y desinfección 
porque desinfectantes como el cloro no son efectivos, por lo que se hace 
necesaria la utilización de desinfectantes tales como: amonios cuaternarios, 
ácido peracético y peróxido de hidrógeno, por ser efectivos para este fin, pero 
cuentan con inconvenientes en su manipulación 6,7,8. 
En el Perú es ampliamente conocido el uso tradicional de plantas medicinales, 
la misma que se hereda del conocimiento empírico a través del tiempo, es así 
que es un país considerado entre los más megadiversos del mundo, y alberga 
una serie de especies vegetales que en la actualidad vienen siendo mostradas 
con gran potencial como fuente de moléculas bioactivas con posible aplicación 
terapéutica y entre ellas las aplicaciones sobre la actividad antibiopelícula 
mediante ensayos por microdilución en placa 9. 
La bibliografía sugiere reconocer que las estrategias con las que se combaten a 
las formas planctónicas son ineficaces cuando se enfrentan a las bacterias 
formadoras de biopelículas 6, 10-12. 
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1.1. Objetivo general 
• Determinar el efecto de los extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper 
umbellatum L. sobre las biopelículas de Staphylococcus aureus y 
Staphylococcus epidermidis. 
1.2. Objetivos específicos 
• Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los extractos de 
hojas y tallos de Hyptis eriocephala Benth y de hojas de Piper umbellatum 
L. frente a las cepas planctónicas de Staphylococcus aureus y 
Staphylococcus epidermidis. 
• Determinar la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas (CMIB) de 
los extractos de hojas y tallos de Hyptis eriocephala Benth y de hojas de 
Piper umbellatum L. frente a las biopelículas de Staphylococcus aureus y 
Staphylococcus epidermidis. 
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II. GENERALIDADES 
2.1. Especies  
2.1.1. Hyptis eriocephala Benth. 
2.1.1.1. Taxonomía 
La especie Hyptis eriocephala Benth pertenece al género Hyptis de la familia 
Lamiaceae. El género Hyptis contiene aproximadamente 293 especies 13.  
Clasificación Taxonómica (Ver Anexo 1): 
• REINO: Plantae 
• DIVISION: Magnoliophyta 
• CLASE: Magnolopsida 
• SUBCLASE: Asteridae 
• ORDEN: Lamiales 
• FAMILIA: Lamiaceae 
• GENERO: Hyptis 
• ESPECIE: Hyptis eriocephala Benth 
Nombre común: Poleo blanco. 
Descripción: Un estudio realizado el año 2011 en Perú menciona las 
características botánicas para la especie Hyptis eriocephala Benth, que la 
describe como; hierbas con tallos tetrágonos y erectos, con presencia de hojas 
en el tercio superior, hojas basales con peciolo de 1-3 cm, hojas con forma ovada 
de ápice agudo y borde dentado con pubescencias en el haz y envés, presencia 
de flores pequeñas con cáliz morado y corola pequeña 14. (Ver Figura 1) 
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Figura 1. Hyptis eriocephala Benth 15. 
2.1.1.2. Localización geográfica 
Su distribución principal se encuentra en Sudamérica y específicamente se han 
reportado en los siguientes países 16:  
• Perú (Amazonas, La libertad y Piura) 
• Ecuador (Chimborazo, Azuay, Imbabura, Loja, Napo y Pichincha) 
• Bolivia (Chuquisaca y Cochabamba) 
La especie Hyptis eriocephala Benth es una planta que crece a una altitud 
aproximada entre 1200 a 2000 msnm según las bases de datos internacionales 
17. Cabe mencionar que un estudio realizado en el Perú mencionó la localización 
de Hyptis eriocephala Benth en chacras, bordes de camino y acequias en la 
región Amazonas, con clima templado a una altitud entre 2000 a 2700 msnm 18.  
2.1.1.3. Propiedades farmacognósicas  
Las plantas del género Hyptis son una fuente importante de constituyentes 
bioactivos con amplio espectro antimicrobiano, actividad insecticida, entre otras. 
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Asimismo, algunos metabolitos aislados de este género reportan actividad 
anticancerígena. A su vez, en hojas y tallos, hay presencia principalmente de 
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenoides, triterpenoides, flavonoides, 
lignanos entre otros; es el contenido de terpenoides el que varía entre especies 
según su localización geográfica 19. Por ejemplo, un estudio en Brasil de los 
cultivos de Hyptis suaveolens en menor altitud produjeron sesquiterpenos en 
mayor porcentaje 20. En Venezuela se identificaron 35 metabolitos en las hojas y 
30 metabolitos en las flores de Hyptis suaveolens mediante cromatografía 
gaseosa acoplada a un espectrofotómetro de masas, siendo los más relevantes 
el 1,8 – cineol, fenchona, biciclogermacreno y D-germacreno en ambas 
estructuras vegetales 21. 
Hyptis verticillata Jacp. es usada como planta medicinal en América Central por 
su actividad antiinflamatoria, antimicrobiana, modulador hormonal, etc. Estudios 
adicionales han identificado actividad anticancerígena, acaricida e insecticida 22. 
Hyptis eriocephala Benth fue mencionada como hierba medicinal nativa de la 
región Amazonas en Perú, con el nombre vulgar de “Shispasaccha” 18.  
La literatura científica reporta estudios de otras especies del género Hyptis a las 
que se atribuyen diversas bondades como su actividad antimicrobiana 21, 22, pero 
ningún estudio evaluó la actividad antimicrobiana de la especie Hyptis 
eriocephala Benth. 
2.1.2. Piper umbellatum L. 
La familia Piperaceae cuenta aproximadamente con 14 géneros entre los cuales 
destaca el género Piper por sus diferentes aplicaciones entre ellas el uso como 
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plantas medicinales. Se reconocen alrededor de 1000 especies del género Piper, 
de los cuales solo un reducido número de especies cuentan con estudios de 
caracterización química 23. 
Las especies del género Piper se distribuyen principalmente en zonas tropicales 
y subtropicales del mundo 23. 
En Mesoamérica y América del Sur se los puede mencionar con nombres 
comunes tales como cigarrillo, hoja de estrella, pata de vaca, Santa Maria 24, o 
como Cordoncillo. En el Perú, Piper umbellatum L. es conocido principalmente 
con el nombre común de “Santa María” y en las zonas amazónicas de la selva 
peruana tiene el nombre común de “Corarnopan”, o’mueretspan popnor (en 
lengua Yanesha) 25. 
2.1.2.1. Taxonomía 
Piper umbellatum L. es una especie del género Piper que fue mencionada por 
primera vez en 1753 por Carl Von Linnaeus en su libro Species Plantarum 24.  
Clasificación Taxonómica (Ver Anexo 2): 
• REINO: Plantae 
• DIVISION: Magnoliophyta 
• CLASE: Magnolopsida 
• SUBCLASE: Magnoliidae 
• ORDEN: Piperales 
• FAMILIA: Piperaceae 
• GENERO: Piper 
• ESPECIE: Piper umbellatum L. 
Nombre común: Santa María. 
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Descripción: Piper umbellatum L. puede describirse como un arbusto aromático 
con hojas perennes. Hoja en forma ovada, hasta 42 x 40 cm, con nervaduras de 
ente 11 a 15. Sus hojas cuentan con pocos pelos en ambas superficies. Pueden 
presentar Inflorescencias en grupos umbellados de 2 a 8 espigas, con presencia 
de brotes axilares sin hojas, además el color de las inflorescencias tiene un 
aspecto de color blanco cremoso 26, 27. (Ver Figura 2) 
 
 
 
  
 
 
 
Figura 2. Piper umbellatum L. 28,29. 
 
2.1.2.2. Distribución geográfica 
Su distribución es principalmente en zonas tropicales y subtropicales a nivel 
mundial donde se destaca su presencia en América del Sur, Mesoamérica, África 
y Sureste de Asia 24,30. 
En el Perú, la distribución geográfica específicamente de Piper umbellatum se 
reporta en el Departamento de Amazonas, Cuzco, Huánuco, Junín, Loreto, 
Pasco, San Martin y Ucayali, a una altitud de entre 0 a 2500 m.s.n.m. según el 
Inventario Nacional de Plantas Medicinales 25 (Ver Anexo 3). 
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Es importante señalar que la bibliografía menciona variaciones en la 
composición química según la locación geográfica de las especies del género 
Piper en América Latina 23. Por lo cual, es importante señalar siempre en qué 
región o país fue recolectada la muestra para los estudios que mencionen algún 
tipo de actividad de Piper umbellatum L. 
2.1.2.3. Propiedades farmacognósicas 
El género Piper es ampliamente conocido por sus diversos usos como plantas 
medicinales y aromáticas, siendo empleadas principalmente como: repelente de 
insectos, larvicidas, antimicrobianos, entre otros. Este género tiene una alta 
complejidad químico-farmacológica y presentan compuestos como 
monoterpenos, sesquiterpenos y arilpropanoides que sustentan el uso como 
plantas medicinales 31, 32. 
Los estudios previos para las especies del género Piper mencionan las 
siguientes propiedades farmacognósicas, tales como: antibacteriano, 
antifúngico, antiinflamatorio, anticancerígeno, antidiabético, anti-Helicobacter 
pylori, antiulceroso, anti protozoos, insecticida, anestésico local, diurético y 
estrogénico para la salud de la mujer 33, 34.  
Un estudio realizado en Panamá mencionó el uso etnomedicinal de Piper 
arboreum, Piper auritum, Piper Cordulatum, Piper hispidum, Piper dariense, 
Piper multiplinervium y Piper umbellatum para el dolor hepático, resfriado común, 
infecciones de la piel, insecticida, mordeduras de serpientes, diferentes tipos de 
dolores, dolencias de la piel, curación de heridas, reumatismo, salud de la mujer, 
antipirético y antiinflamatorio 33. 
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Los extractos etanólicos y metanólicos de Piper umbellatum presentan actividad 
frente a levaduras. Estos mismos extractos no tuvieron efectos de toxicidad 
frente a células de mamíferos 34.  
En el Perú, las comunidades amazónicas lo utilizan como planta medicinal para 
los forúnculos, heridas y picaduras de raya 25. Se conoce que las hojas de Piper 
umbellatum son usadas como purgante 27. Algunas comunidades indígenas 
utilizan las planta de Piper umbellatum como relajante muscular durante el parto 
32.  
Los aceites esenciales y extractos etanólicos de Piper umbellatum presentan 
actividad antibacteriana 35. Da Silva y col. confirmaron la actividad antibacteriana 
y la baja toxicidad de Piper umbellatum. Además, se evidenció que los 
flavonoides generan un cambio en la permeabilidad de la pared celular y 
membrana citoplasmática de las bacterias 36. 
Las hojas de Piper umbellatum mostraron un alto contenido de monoterpenos 
mayoritariamente de α-pineno, β-pineno y (E)-nerolidol 23,37-39. Y en las semillas 
se encontraron un gran porcentaje de taninos, saponinas, glicósidos 
cardioactivos, alcaloides y aminoácidos 35.  
Piper nigrum mostró actividad de inhibición del quorum-sensing (QS) 40 el cual 
es un tipo de comunicación de la expresión de virulencia entre las células y es 
una característica de las bacterias formadoras de biopelículas. Así mismo, otras 
especies del género Piper también demostraron actividad inhibitoria del QS 41. 
Piper betle, Piper sarmentosum y Piper caninum mostraron actividad 
antibacteriana de amplio espectro, inhibición del QS e incremento de la actividad 
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de las tirosinasas, por lo que también son utilizadas como plantas medicinales 
30. 
En resumen, los estudios de Piper umbellatum indican una actividad 
antimicrobiana, sin embargo, no se reporta estudios relacionados a una actividad 
sobre la formación de biopelículas. 
2.2.  Biopelículas bacterianas 
Las bacterias son ampliamente conocidas por su capacidad de adaptación en 
medios hostiles. Es así que la vida planctónica de las bacterias, es decir 
bacterias en libre flotación percibidas como entidades aisladas y sin 
comunicación entre sí, no es la forma de vida más común en la naturaleza sino 
más bien que el 99% de las bacterias viven en forma social y con una alta 
interacción o comunicación entre la misma especie o incluso entre especies 
distintas 42.   
La capacidad de formación de biopelículas en las bacterias no está restringida a 
una especie en específico, sino que dependerá de las condiciones del medio. 
Una misma bacteria pueden vivir en forma planctónica o formando biopelículas 
43.  
El avance de la tecnología ha permitido conocer más sobre los detalles de la 
ultraestructura de las biopelículas y su funcionamiento como comunidad, tal es 
así que hoy sabemos que las biopelículas son comunidades complejas de un 
grupo de células adheridas a superficies vivas o inertes que a su vez están 
encerradas en una matriz polimérica (a modo de protección al medio externo) 
 
 
22 
 
con canales internos de agua (a modo de comunicación y redistribución de 
recursos) 44, 45. 
2.2.1. Definición de biopelículas 
Las definiciones de biopelículas bacterianas fueron evolucionando en el tiempo 
conforme se descubrían nuevas características. En los últimos años la biología 
molecular y microscopía electrónica permitieron definiciones más amplias al 
conocer más detalles de la ultra estructura de las biopelículas 1, 4.  
El primero en observar biopelículas posiblemente fue Van Leeuwenhoek al 
examinar la placa de sus propios dientes, en el siglo XVII 2,11,12. 
Marshall en 1976 notó “fibrillas de polímero extracelular muy finas" que anclaban 
bacterias a las superficies 42.  
Costerton en 1985 menciona por primera vez el término de “biopelícula” en la 
literatura médica 10,46. 
Se define a las biopelículas como comunidades que crecen embebidas en una 
matriz de exopolisacárido autoproducido que se adhieren a tejidos vivos o 
superficies inertes, y que muestran un fenotipo alterado con respecto a la tasa 
de crecimiento y transcripción de genes 4. 
También se puede considerar a las biopelículas según lo mencionado por Sarduy 
y col. como: “Un conjunto de biomasa con microcirculación, que permite a las 
diferentes comunidades bióticas complementarse nutricionalmente. Es una 
unidad sellada, englobada en polisacáridos extracelulares, que le confiere 
resistencia ante las defensas del huésped y los antibióticos” 47. 
 
 
23 
 
2.2.2. Estructura de las biopelículas  
La estructura de una biopelículas dependerá del sustrato o superficie donde se 
fije, lo que conlleva a la formación de ambientes fisicoquímicamente 
heterogéneos y las bacterias de las biopelículas mostrarán características 
distintas a las planctónicas 48. 
Una biopelícula está constituida principalmente por agua en un 97%, células 
bacterianas y productos de las células bacterianas. Así mismo, para entender la 
heterogeneidad y la arquitectura tridimensional de una biopelícula se observan 
3 patrones químicos 1:  
- El patrón de sustrato metabólico; Mayor concentración en el exterior de la 
biopelícula y menor en el interior 1. 
- Patrón de producto metabólico; Menor concentración en el exterior de la 
biopelícula y mayor en el interior 1. 
- Patrón de intermediarios metabólicos; Mayor concentración en la parte 
colindante a la fase acuosa 1. 
Estos 3 patrones generan que dentro de una biopelícula existan diferentes 
rangos de pH y variaciones de oxígeno, lo que permite la coexistencia de 
bacterias aerobias, anaerobias o facultativas en diferentes estratos de una 
misma biopelícula. Así también se puede encontrar en una biopelícula a 
bacterias con diferentes susceptibilidades frente a los antibióticos 49. 
La estructura de las biopelículas pueden ser explicada por el modelo del Canal 
de Agua que se detalla a continuación: 
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Modelo del Canal de Agua: Una vez que las bacterias se fijan a la superficie 
comienzan a producir moléculas estructurales (EPS) y aparecen las primeras 
microcolonias en forma de hongo o cono que luego se irán uniendo entre sí. 
Posteriormente, se fusionan mediante unos “tallos” de EPS para formar canales 
de agua que son las ramificaciones que interconectarían la arquitectura interna 
de una Biopelicula 50-52. 
Por medio de un microscopio de láser confocal (que permite observar una 
biopelícula in vivo, en tiempo real y completamente hidratado), se evidenciaron 
comunidades bacterianas organizadas en forma de seta o torre las que se 
muestran separadas por microcanales de agua o de fluidos 42,53-55.  
Las bacterias más profundas de una biopelícula tienen un estado metabólico 
disminuido lo que les brinda la ventaja de ser menos susceptibles a los 
antibióticos. Además, estás bacterias no pueden ser alcanzadas por anticuerpos, 
células del sistema inmunológico y/o antibióticos 53. 
2.2.3. Etapas de la formación de biopelículas 
 
Las bacterias pueden adherirse a superficies donde podrían o no formar 
biopelículas. Es decir, la fase inicial para la formación de biopelículas se origina 
cuando algunas bacterias en estado planctónico frente a condiciones de estrés 
se adhieren a superficies para la supervivencia formando comunidades 56. 
Factores genéticos y ambientales: Según la especie bacteriana es fundamental 
la expresión de ciertos genes que las doten de características para poder unirse 
a superficies bióticas o abióticas en una primera etapa, tales como: movilidad 
(principalmente en gram-negativas), el tipo de proteínas de membrana, 
polisacáridos extracelulares (principalmente en gram-positivas), moléculas de 
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señalización. Las señales ambientales regulan la formación de biopelículas, 
estas pueden ser: la disponibilidad de nutrientes, presencia de oxígeno, 
temperatura y pH 52. (Ver figura 3) 
 
Figura 3. Factores genéticos y ambientales para la formación de biopelículas. 
Modificado de Marić S, y col 52. 
Podemos agrupar en 3 fases de la formación de biopelículas: 
Fase 1: Adhesión reversible a la superficie: Es la fase donde la bacteria libre 
se adhiere a la superficie y luego puede desprenderse. Cambian las propiedades 
fisicoquímicas de la interfase sustrato/fluido para permitir la adhesión de la 
bacteria sobre la superficie 57.  
Las bacterias gram-negativas hacen uso de sus flagelos, pilis, fimbrias tipo I y IV 
o del curli para lograr anclarse a la superficie y vencer las fuerzas de repulsión 
hidrofóbicas. Las bacterias gram-positivas inmóviles como estafilococos, 
estreptococos y micobacterias hacen uso de adhesinas (AtlE, Bap, Esp) en una 
primera etapa de adherencia 58.  
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Para los casos de Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis son 
fundamentales unos componentes bacterianos superficiales que son capaces de 
unirse a proteínas humanas, a los que se denominan “Componentes de la 
superficie microbiana que reconocen moléculas adhesivas de la matriz” o 
MSCRAMM por sus siglas del inglés “microbial surface components recognizing 
adhesive matrix molecules” 59. Para los estafilococos la principal molécula que 
les permite la adhesión intercelular es el polisacárido intercelular adhesina (PIA) 
que químicamente es una poli-N-acetilglucosamina y junto al ácido teicoico 
formarían posteriormente la matriz extracelular de la biopelícula (Slime) siempre 
y cuando avancen a la etapa de adhesión irreversible 60. 
Fase 2: Adhesión irreversible a la superficie: Cuando las bacterias adheridas 
comienzan a multiplicarse sobre la superficie tienden a posicionarse más 
firmemente, mostrando nuevos patrones de expresión génica buscando la 
supervivencia 57. La comunicación bacteriana mediante el QS es fundamental 
para estos cambios de patrones de la expresión génica 61.  
Fase 3: Biopelícula/matriz protectora viscosa o fase de maduración: 
Cuando las bacterias se encuentran firmemente adheridas, se comienza a 
segregar una sustancia viscosa denominada Exopolisacárido. Es una matriz 
protectora (A veces denominada “limo”) que permite que pequeñas colonias de 
bacterias inicien la formación de la biopelícula. Comienza la formación de 
canales o poros y la biopelícula redistribuye a las bacterias en el sustrato 57.  
Composición del Exopolisacárido: El exopolisacárido EPS es el 90% de la masa 
anhidra de las biopelículas y está compuesta por polisacáridos, proteínas, 
glucolípidos y ADN bacteriano, pero pueden variar de acuerdo al microorganismo 
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que lo produzca. El ADN bacteriano liberado en el EPS sería un componente 
estructural importante para la matriz de EPS de la biopelícula. Las proteínas y 
enzimas son responsables de la adhesión firme sobre las heridas en el caso de 
superficies de tejidos vivos 44,58.  
Función del Exopolisacárido: Es el responsable de mantener la arquitectura 
tridimensional de la comunidad que funciona como una barrera de defensa 
(frente al sistema inmune del hospedero, antibióticos, estrés del ambiente, etc). 
Dentro de la biopelícula, el EPS cumple la función de soporte para la 
comunicación célula-célula mediante el proceso del QS 58. 
Finalmente, las biopelículas maduras excretan bacterias planctónicas, 
microcolonias y fragmentos de biopelículas que se dispersan y adhieren a otras 
superficies formando nuevas biopelículas 57. (Ver figura 4). 
 
 
   
 
  
 
 
Figura 4. Representación esquemática de la formación de biopelículas. 
Adaptado de Philips P, y col 57. 
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2.2.4. Propiedades de las biopelículas 
Las bacterias formadoras de biopelículas muestran características novedosas 
cuando se encuentran viviendo en comunidades:  
Heterogeneidad fisiológica, química y genética: Las bacterias dentro de la 
biopelícula expresan características distintas a las que muestran en su estado 
planctónico 48. Dentro de una biopelícula se encuentran micro ambientes donde 
las condiciones fisicoquímicas varían dependiendo de los requerimientos de la 
comunidad bacteriana con lo que pueden responder no homogéneamente y de 
forma adaptativa a las condiciones externas. Las novedosas expresiones 
fenotípicas en una biopelícula pueden explicarse porque ocurren variaciones 
genéticas a través de mutaciones o recombinaciones. Las variaciones génicas 
ocurren en subpoblaciones dentro de una biopelícula 49. 
Modificación del micro ambiente: Pueden variar el pH según sus necesidades 
metabólicas. Pueden permitir la vida de bacterias anaerobias en micro ambientes 
de una biopelícula a pesar de estar presente el oxígeno disuelto en el medio 
líquido 55.  
Sinergismo: Diferentes especies de bacterias y/o hongos puede formar una sola 
comunidad (biopelícula) en simbiosis, con ventajas como; resistencia pasiva, 
cooperación metabólica (comparten nutrientes según de necesidad de cada 
especie), sistemas de QS y un mayor pool de genes que les permite una alta 
adaptación y supervivencia. En biopelículas polimicrobianas el sinergismo 
genera infecciones más severas, y como ejemplo tenemos a las biopelículas 
conformadas por Pseudomonas aeruginosa junto a Staphylococcus aureus que 
incrementan la tasa de infección 62. 
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Competencia: Por la adhesión, por los nutrientes, factores de crecimiento y 
espacios. Podría parecer contradictorio con el sinergismo, pero en realidad la 
competencia, en determinadas circunstancias, origina la producción de 
antibióticos, bactericidas, sideróforos, lisosomas, proteasas y alteración del pH 
mediante la producción de ácidos orgánicos tales como ácido butírico y ácido 
propiónico 55. 
Antagonismo: Las biopelículas también pueden afrontar un desafío para su 
supervivencia cuando se encuentran dos especies bacterianas que producen 
sustancias antagónicas. Deberán evitar colonizar junto a especies antagónicas 
y por otro lado también pueden llegar a inhibir o destruir a la especie antagónica 
mediante factores como el peróxido de hidrogeno o bactericidas 55. 
Quorum - Sensing (QS): Es un tipo de comunicación célula-célula que regula la 
expresión de genes en un medio de alta densidad bacteriana como es el caso 
de las biopelículas. La estrecha proximidad entre células de una biopelícula 
facilita este sistema de comunicación que funciona debido a que cada bacteria 
que se une a la biopelícula produce una molécula señal (auto-inductor) que envía 
el mensaje “yo estoy aquí” a las demás bacterias cercanas lo que conllevará a 
una diferenciación con nuevas características dentro de la comunidad. Se 
entiende por “quórum” al número mínimo de bacterias requerido para tomar la 
decisión de iniciar la expresión de genes 11, 12. 
Cuando los microorganismos se comunican por QS secretan auto inductores 
como la acil-homoserina-lactonas generalmente en bacterias gram-negativas y 
oligopéptidos modificados en bacterias gram-positivas. Cabe resaltar que el 
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quorum sensing es necesario para la etapa de maduración de las biopelículas y 
para la expresión de genes de factores de virulencia 12. 
Resistencia bacteriana: Las biopelículas cuentan con una estructura 
organizacional que las blindan de los mecanismos de defensa del huésped y de 
antibióticos externos. Los mecanismos de defensa del huésped no pueden 
fagocitarlos puesto que las biopelículas son demasiado grandes, y además 
tienen una barrera física (Principalmente de EPS y los microambientes internos) 
que impiden el ingreso de sustancias de defensa o de antibióticos externos 1,51.  
Desde el punto de vista médico, el QS sería una expresión fenotípica de 
virulencia que genera una resistencia a los antibióticos principalmente 1,51.  
La resistencia bacteriana de una biopelícula estaría explicada por los siguientes 
mecanismos:  
• Penetración lenta o incompleta del antibiótico 1,10,12. 
• Baja actividad metabólica en bacterias de una biopelícula; las bajas 
concentraciones de oxígeno y nutrientes generan que el proceso de 
mitosis se detenga dejando de ser susceptibles a los antibióticos que 
actúan a este nivel 1,10,12. 
• Existencia de “nichos anaeróbicos” en la profundidad de una biopelícula; 
El oxígeno es consumido en su totalidad por las células superficiales de 
una biopelícula, generando que las células más profundas no cuenten con 
oxígeno. Los antibióticos como aminoglicósidos tienen menor eficacia en 
condiciones anaerobias que en condiciones aerobias de una misma 
especie bacteriana 1,10. 
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2.2.5. Biopelículas como problema de salud pública 
La importancia en salud pública relacionada a las biopelículas fue reportada el 
año 2008 en los Estados Unidos; donde se mencionan alrededor de 99 mil 
muertes al año y 1.7 millones de infecciones asociadas a biopelículas. Ese 
mismo año, en Europa se reportaron 50 mil muertes al año y 3 millones de 
pacientes con infecciones asociadas a biopelículas 1. En el Perú y demás países 
latinoamericanos, no existen reportes que permitan la asociación de infecciones 
por biopelículas. 
Las biopelículas cuentan con una serie de características que las hacen 
responsables de diversos problemas de salud en los humanos. Tales factores 
como la resistencia a los antibióticos, incremento de infecciones recurrentes, 
problemas intrahospitalarios por contaminación de dispositivos médicos y ser 
responsables de la dificultad de cicatrización de heridas, hacen que las 
biopelículas sean un problema en la práctica médica 1. 
Las infecciones recurrentes, que desencadenan infecciones crónicas son un 
problema de salud que ha llamado la atención de los médicos puesto que las 
infecciones por biopelículas no responden a los antibióticos y no cuentan con 
posibilidad de inmunización en la población. Las infecciones que implican a las 
biopelículas son: otitis media, neumonía en la fibrosis quística, endocarditis, 
periodontitis, caries dental, osteomielitis, entre otras.  Así mismo, estás 
biopelículas serían producidas principalmente por especies bacterianas como 
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
cocos gran-positivos, bacterias anaerobias gram-negativas e incluso algunas 
especies de hongos 1. 
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Las infecciones agudas en general se relacionarían a bacterias planctónicas que 
son fácilmente combatidas por los antibióticos convencionales, en contraste, las 
infecciones crónicas estarían relacionadas con bacterias que alternan a la forma 
de biopelículas 43. Costerton y Stewart fueron quienes propusieron un modelo 
para explicar aquellas infecciones crónicas que serían causadas por biopelículas 
62. 
Las biopelículas pueden generar enfermedades nosocomiales con altos costos 
para la salud pública porque son capaces de adherirse sobre superficies inertes, 
logrando colonizar y desarrollarse sobre la superficie de los dispositivos médicos 
tales como: lentes de contacto, catéteres venosos, tubos endotraqueales, 
dispositivos intrauterinos, válvulas cardiacas, marcapasos, catéteres de diálisis, 
prótesis de cadera, etc. Lastimosamente, en algunos casos pueden derivar en 
infecciones sistémicas 1. 
Las biopelículas son responsables de retrasar la cicatrización de las heridas, 
dificultando el tratamiento con antibióticos convencionales. Las heridas crónicas 
de la piel evaluadas mediante pruebas de laboratorio presentan baja carga 
bacteriana, puesto que estas pruebas están estandarizadas para bacterias en 
estado planctónico y no para identificar bacterias de las biopelículas. Las 
biopelículas interrumpen la cicatrización de las heridas porque inicialmente 
inducen una respuesta inflamatoria crónica atrayendo numerosos neutrófilos y 
macrófagos los mismos que producen Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) y 
proteasas que al final terminan dañando a los tejidos sanos alrededor de la 
herida 1,57. 
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2.2.6. Estafilococos formadores de biopelículas con importancia clínica. 
El Perú no es ajeno a los problemas intrahospitalarios que pueden ser causados 
por biopelículas, tales como la resistencia a los antibióticos, retraso en 
cicatrización de heridas y otras complicaciones. Cabe resaltar que las 
infecciones nosocomiales y asociadas a catéteres están estrechamente 
relacionadas a estafilococos. Staphylococcus aureus es el principal agente 
causal de infecciones nosocomiales y el Staphylococcus epidermidis es 
causante de infecciones asociadas al uso de dispositivos médicos. En nuestro 
país el ineficiente registro de las infecciones intrahospitalarias brinda un escaso 
conocimiento sobre la real problemática que causan las infecciones por 
biopelículas 63. 
Además, se ha descrito la relación que tiene las biopelículas con variables 
clínicas epidemiológicas, donde se observa que algunas biopelículas de 
estafilococos coagulasa negativa están relacionadas a personas de la tercera 
edad, a enfermedades crónicas tales como diabetes mellitus y nefropatías 
crónicas 64. 
2.2.7. Técnicas para la detección de cepas formadoras de biopelículas 
Entre las técnicas cualitativas para la identificación preliminar de cepas 
formadoras de biopelículas se cuenta con el Método de Agar Rojo de Congo 
(ARC). 
Método de Agar Rojo de Congo (ARC): Este método fue descrito por Freeman 
y col. en 1989. El medio de cultivo está constituido principalmente por caldo de 
infusión cerebro corazón, sucrosa, agar-agar y rojo Congo. (Se somete a 
autoclavado a 121°C por 15 minutos). Luego del sembrado de las cepas en 
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experimentación, se incuban aeróbicamente a 37° C por 24 horas. Las cepas 
que desarrollaron colonias de color negro con cristalización seca son positivas 
para biopelículas y las colonias rosadas son negativas para biopelículas 65, 66.    
El método de Agar Rojo de Congo tiene la ventaja de ser un método rápido, 
reproducible, con alta sensibilidad y especificidad, con la ventaja adicional de 
mantener viables a las colonias en el medio. Este método puede ser empleado 
para un tamizaje preliminar de cepas con capacidad formadora de biopelículas 
por su sencillez 64. 
Los métodos aplicados en el estudio de biopelículas en superficies abióticas, 
pueden ser clasificados en los siguientes grupos según Pantanella y col 67: 
Métodos colorimétricos: Ensayo de Cristal Violeta (CV), Ensayo de DMMB 
(usa al colorante indicador 1,9-dimethyl methylen blue), Ensayo de FDA (usa al 
indicador fluorescein-di-acetate), Ensayo de LIVE/DEAD BacLight (usa a los 
indicadores “Green fluorescent-Syto9” y al “red-fluorescent propidium-iodide”) 67. 
Métodos metabólicos: Ensayo de Resazurina (usa como colorante indicador al 
“7-hydroxy-3H-phenoxazin-3-one-10-oxide”), Ensayo XTT (usa al indicador 
XTT), Ensayo de BioTimer BTA (usa al indicador “rojo de fenol” 67. 
Ensayos genéticos: PCR; qRT-PCR, FISH 67. 
Ensayos físicos: Espectrometría de masas, CLSM (Microscopía Confocal Láser 
de Barrido), CRM (Microscopía Confocal RAMAN), EM (Microscopía 
electrónica), XM (Microscopía rayos X) 67. 
Entre los métodos más adaptables que permiten la determinación in vitro de la 
actividad antibacteriana sobre biopelículas tenemos al método de microdilución 
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en placa con resazurina. El colorante indicador resazurina es más específico 
para biopelículas a diferencia por ejemplo del colorante indicador Cristal violeta 
CV el cual puede teñir indistintamente a toda célula bacteriana de 
Staphylococcus 68, 69. 
Método de microdilución en placa con resazurina: Fue descrito inicialmente 
por Sarker et al en el año 2007 para evaluar agentes fitoquímicos con actividad 
inhibitoria del crecimiento microbiano (solo se menciona bacterias planctónicas) 
por medio de un reactivo colorante como indicador. Este método utiliza como 
soporte a una microplaca de poliestireno con 96 pocillos estériles y utiliza 
principalmente de Caldo Mueller Hinton, solución salina, antibiótico (como control 
positivo) y emplea a la resazurina como reactivo colorante indicador (también 
denominado Azul de Alamar) 70.  
El método descrito por Sarker et al 70 fue modificado por Antunes et al 71. Este 
último, adiciona una serie de enjuagues de la microplaca con el fin de retirar las 
bacterias planctónicas y contar solamente con las bacterias que lograron 
adherirse y crecer sobre las paredes internas de los pocillos de poliestireno, lo 
que permite evaluar la actividad inhibitoria de crecimiento de las biopelículas 9. 
El reactivo colorante indicador Resazurina; Su nombre químico es 7-hydroxy-3H-
phenoxazin-3-one-10-oxide 67 conocido también con el nombre de azul de 
alamar. Es un indicador estable redox de color azul no fluorescente permeable a 
las membranas celulares y que no causa daño a las células del experimento. La 
coloración azul no fluorescente de la resazurina es reducida a resofurina por la 
actividad metabólica de óxido-reductasas (dentro de las células viables) el cual 
cambia al color rosado mediante un proceso irreversible 69,72, 73. (Ver Figura 5)  
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Figura 5. Estructura química de la Resazurina reducida a Resofurina en células 
viables 73. 
Cuando se realizan ensayos microdilución para biopelículas se puede observar 
un fenómeno denominado “Efecto de borde” que muestra un crecimiento de 
biopelículas mayor en los pocillos periféricos en comparación a los pocillos 
centrales, lo cual puede ser explicado por dos razones principales: Primero, 
porque en los pocillos periféricos existiría mayor contacto con el oxígeno, y en 
segundo lugar porque habría mayor evaporación del agua que propiciaría que 
las bacterias planctónicas se adhieran con mayor facilidad a la pared interna del 
pocillo 74.  
Los demás métodos para la determinación de la CMI en biopelículas coinciden 
en la desventaja principal de no diferenciar la coloración en células vivas o 
muertas. A diferencia de los métodos que no mantienen las células viables, la 
microdilución en placa con resazurina mantiene viable a los microorganismos en 
el experimento con biopelículas 67, 68,75. 
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Para la determinación de actividad antimicrobiana se tiene como punto de 
referencia a las recomendaciones del Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorio (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI) - suplemento 
M100-S25 que mediante estándares y protocolos de ensayo permiten obtener 
resultados consistentes y reproducibles cuando se experimente con la 
susceptibilidad de microorganismos 76. 
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III. PARTE EXPERIMENTAL 
3.1. Tipo de estudio 
Estudio observacional descriptivo y transversal.  
3.2. Partes de las especies 
• Hojas y tallos de Hyptis eriocephala Benth 
• Hojas de Piper umbellatum L. 
3.3. Cepas bacterianas (Ver Figura 6) 
• Staphylococcus aureus ATCC 25923 
• Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
  
 
 
  
 
Figura 6. Cepas bacterianas ATCC. 
3.4. Materiales y equipos (Ver Anexo 4). 
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3.5. Método 
3.5.1. Flujograma de la parte experimental 
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40 
 
3.5.2. Recolección de las especies vegetales 
Las plantas se recolectaron en la localidad de Fundo Cedro, distrito de 
Camporredondo, provincia de Luya (región Amazonas) a una altitud de 1550 
msnm entre los meses de mayo y junio del 2016, las cuales se describen en la 
Tabla 1 y en la Figura 7. 
Tabla 1. Plantas seleccionadas por su potencial actividad antibacteriana. 
 
 
 
  
 
 
 
 
Figura 7. Mapa de la provincia de Luya – Región amazonas. 
 
 
Planta  
(Nombre científico) 
Familia Nombre común Partes empleadas 
Hyptis eriocephala Benth Lamiaceae Poleo blanco 
Hojas 
Tallos 
Piper umbellatum L. Piperaceae Santa Maria Hojas 
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3.5.3. Identificación taxonómica de las especies 
Se realizó la identificación y clasificación taxonómica por un consultor botánico, 
quien emitió los Certificados de Identificación Botánica de las especies vegetales 
de Hyptis eriocephala Benth y de Piper umbellatum L. para fines de la presente 
tesis (Anexos 1 y 2). 
3.5.4. Acondicionado y secado de las especies vegetales 
Las plantas recolectadas fueron acondicionadas en los laboratorios de 
Microbiología y de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de 
la Universidad Nacional Mayor de San Marcos a temperatura ambiente y en 
sombra durante una semana, estas estructuras fueron pesadas, de este proceso 
se obtuvo 1.2 kg de material vegetal semifresco de Hyptis eriocephala Benth y 
1.0 kg de material vegetal semiseco de Piper umbellatum L. Estas estructuras 
fueron sometidas a secado en una estufa de 40 °C, luego se seleccionaron las 
estructuras vegetales a utilizar según se encuentran detalladas en la tabla N°1. 
Finalmente se realizó la reducción de tamaño de partículas con ayuda de un 
molino de mano con cuchillas N° 21 para las hojas secas y con un molino 
industrial para los tallos secos. De este proceso se obtuvieron aproximadamente 
500 g de material vegetal de hojas de Hyptis eriocephala Benth, 200 g de material 
vegetal de tallos de Hyptis eriocephala Benth y aproximadamente 500 g de 
material vegetal de hojas de Piper umbellatum L. 
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3.5.5. Preparación de los extractos 
 
3.5.5.1 Etapa de maceración 
Se emplearon frascos ámbar con tapa rosca que contenían el material vegetal 
en polvo. Los extractos fueron obtenidos en frascos macerados con metanol y 
en frascos macerados con etanol 96%, en una proporción de 1 en 10 P/V para 
ambos casos 9. El tiempo de maceración fue de una semana a temperatura 
ambiente con agitación manual por dos veces al día 77. Después de este tiempo 
los macerados fueron filtrados a través de papel de filtro y algodón. Estos 
macerados fueron recolectados en frascos ámbar. Todos los extractos 
preparados se encuentran detallados en la Tabla 2. 
Tabla 2. Preparación de extractos etanólicos y metanólicos. 
Material vegetal 
PREPARACIÓN DE EXTRACTOS 1:10 P/V 
Hyptis eriocephala Benth Piper umbellatum 
Frascos Rotulados M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Parte del Material 
vegetal 
Hojas Hojas Tallos Tallos Hojas Hojas 
Peso utilizado 250 g 250 g 100 g 100 g 250 g 250 g 
Solvente orgánicos Etanol Metanol Etanol Metanol Etanol Metanol 
Volumen de 
Solvente orgánico 
2250 mL 2250 mL 900 mL 900 mL 2250 mL 2250 mL 
 
3.5.5.2 Etapa de concentración 
Se realizó la concentración de los volúmenes filtrados mediante un equipo de 
Rotavapor a 40°C con la finalidad de evaporar y eliminar los solventes 
empleados 78. Una vez que fueron obtenidos los extractos concentrados, estos 
fueron transferidos a placas Petri para ser pesados y almacenados en 
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condiciones ambientales con protección de la luz. La Tabla 3 y la Figura 8 
muestran el detalle de los pesos obtenidos. 
Tabla 3. Pesos de los extractos concentrados. 
 
 
 
 
 
Figura 8. Extractos en proceso de concentración. 
3.5.6. Ensayos Fitoquímicos  
3.5.6.1 Preparación de la muestra 
Se pesaron 100 mg de cada extracto obtenido, los cuales fueron reconstituidos 
con 10 mL de metanol o alcohol 96%, según indica la Tabla 4. Estos extractos 
fueron filtrados para luego ser colocados en pequeños frascos ámbar y 
almacenados en condiciones ambientales, para luego ser llevados al Centro de 
Control Analítico CENPROFARMA de la Facultad de Farmacia y Bioquímica de 
la UNMSM para la ejecución de los ensayos fisicoquímicos, con fechas 10 y 11 
de octubre del 2017. (ANEXO 5- 10). 
Material vegetal 
Extractos concentrados 
Hyptis eriocephala Benth Piper umbellatum L. 
Extractos Etanólico Metanólico Etanólico Metanólico Etanólico Metanólico 
Muestras 
concentradas  
M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Peso (g) 22 g 24 g 19 g 22 g 28.5 g 26 g 
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Tabla 4. Volumen de extractos filtrados para los Ensayos Fitoquímicos. 
Material vegetal 
MUESTRAS PARA EL ENSAYO FITOQUÍMICO 
Hyptis eriocephala Benth Piper umbellatum L. 
Frascos 
Rotulados 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Diluyente Etanol 96% Metanol Etanol 96% Metanol Etanol 96% Metanol 
Volumen para el 
ensayo 
fitoquímico 
10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 10 mL 
 
3.5.6.2 Marcha Fitoquímica 
Se realizaron los ensayos con la finalidad de identificar cualitativamente 
metabolitos como Antocianinas (Reacción con ácido sulfóxido), Alcaloides 
(Reactivo de Dragendorff), Lactonas (Reactivo de Baljet), Flavonoides (Reactivo 
de Shinoda), Cardenólidos (Kedde), Esteroides (Liebermann – Burchard), 
Saponinas (Espuma), Taninos (Cloruro férrico), Triterpenos (Liebermann – 
Burchard), Azúcares reductores (Fehling) y fenoles (Cloruro férrico) 79. 
La interpretación de resultados fue cualitativa mediante la observación visual 
según la siguiente Tabla 5: 
Tabla 5. Interpretación de resultados de la Marcha Fitoquímica. 
 
 
 
 
 
INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 
SIGNO SIGNIFICADO 
+++ Reacción muy evidente 
++ Reacción evidente 
+ Reacción poco evidente, pero aceptable. 
- No hubo reacción. 
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3.5.6.3. Cromatografía en capa fina 
3.5.6.3.1 Condiciones cromatográficas 
Se tiene como fase móvil la mezcla de Cloroformo: Metanol: Agua (80: 18: 2) y 
como fase estacionaria se utilizaron cromatofolios de sílica gel de 20 cm x 10 cm 
x 0.25 m. 78. La técnica aplicada fue de cromatografía ascendente con desarrollo 
simple y se tuvo como tiempo de corrida aproximadamente 1hora y 30 minutos. 
Las muestras preparadas fueron sembradas con 5 µL de inyección, las cuales 
fueron fijadas con ayuda de aire. Posteriormente se pasó al revelado de los 
metabolitos de interés con reveladores específicos para cada uno. 
3.5.6.3.2 Revelado y lectura de resultados 
Para el revelado de flavonoides: Se usó una lámpara de UV con observaciones 
de fluorescencia a 254nm y 366nm 78, el resultado positivo se indica con una 
observación de fluorescencia amarilla, la intensidad de la fluorescencia se 
intensifica al adicionar polvo de cloruro de aluminio. 
Para el revelado de Alcaloides: Se utilizó el reactivo de Dragendorff, con una 
lectura positiva de bandas anaranjadas. 
Para el revelado de Cumarinas: Se utilizó potasa alcohólica al 5%, con una 
lectura positiva de color rojo oscuro. 
Para el revelado de Terpenos: Se utilizó el reactivo de anisaldehido / ácido 
sulfúrico con un posterior calentamiento en estufa a 120 °C por 5 min, con una 
lectura positiva de bandas púrpuras. 
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3.5.7. Ensayo microbiológico 
El ensayo microbiológico se realizó por el método de microdilución en placa que 
utiliza microplacas de poliestireno de 96 pocillos estéril con resazurina como 
indicador colorimétrico, en los cuales se ensayaron los extractos y controles  para 
determinar la Concentración Mínima Inhibitoria de cepas planctónicas (CMI) y la 
Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas (CMIB) frente a los 
microorganismos de estudio 9,70,71.  
3.5.7.1 Microorganismos de estudio 
Para los ensayos microbiológicos se emplearon las siguientes bacterias: 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
las mismas que fueron obtenidas en el Laboratorio de Microbiología del Instituto 
de Química Biológica, Microbiología y Biotecnología “Marco Antonio Garrido 
Malo” de la Facultad de Farmacia y Bioquímica, UNMSM. 
3.5.7.2 Preparación de muestra de los extractos 
Luego de la etapa de la concentración de los extractos, se utilizó un peso 
correspondiente que fue resuspendido en dimetilsulfóxido (DMSO) para obtener 
una concentración de 100 mg/mL. Estos extractos resuspendidos 
permanecieron almacenados en oscuridad a 4°C, en la refrigeradora del 
Laboratorio de Microbiología FFYB-UNMSM.  
Solución madre para la determinación de CMI: De los viales con extractos 
resuspendidos se preparó una dilución de 1: 50 (40 µL diluidos en 2000 µL) hasta 
obtener una concentración de 4000 µg/mL.  
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Solución madre para la determinación de CMIB: De los viales con extractos 
resuspendidos se preparó una dilución de 1: 50 (20 µL diluidos en 1000 µL) hasta 
obtener una concentración de 2000 µg/mL.  
3.5.7.3 Preparación del indicador Resazurina 
Se pesó 500 mg de resazurina y se disuelve en 25 mL de agua destilada con el 
fin de obtener una solución de resazurina de 20 mg/mL que se incorpora en la 
preparación del inóculo. Esta preparación de resazurina se basó en el método 
descrito por Liu y col. 80. 
De la solución de resazurina de 20 mg/mL se tomó 10 µL que se diluyen en 2 mL 
de Caldo Mueller Hinton. Esta dilución de indicador de resazurina fue empleada 
para el Control de Esterilidad.  
3.5.7.4 Preparación de los controles 
El control positivo empleado para determinar CMI y CMIB fue el antibiótico 
Ciprofloxacino. La solución madre de Ciprofloxacino, en cumplimiento con los 
estándares del CLSI, fue preparada por 100 veces la concentración ensayada 
en el experimento, fue así que se empleó 34.2 mg de Ciprofloxacino 94.05% 
(T/C) disueltos en 5 mL de agua estéril para obtener una concentración final de 
6.4 mg/mL. La solución madre de Ciprofloxacino fue preparada en diluciones 
seriales con caldo Mueller Hinton para obtener concentraciones finales de entre 
0.25 - 128 µg/mL. 70,76,81. 
Para el caso del control de esterilidad se utilizó únicamente una dilución de 
resazurina en caldo Mueller Hinton 70,76.  
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Finalmente el control de crecimiento utilizó  una dilución de resazurina en caldo 
Mueller Hinton con los microorganismos en estudio. 70,76. 
3.5.7.5 Preparación del inóculo 
Las cepas bacterianas fueron reactivadas en Agar Triptona Soya (TSA) 
incubadas a 37 °C por 18 - 24 h. Cierta cantidad de colonias se suspendieron en 
solución salina 0.9% estéril hasta alcanzar una turbidez equivalente al tubo 0.5 
de la escala de Mc Farland equivalente a una concentración aproximada de 1.5 
x 108 UFC/mL 76. A partir de la concentración anterior de 1.5 x 108 UFC/mL se 
ajustó visualmente la turbidez hasta alcanzar una concentración final del inóculo 
de 5 x 105 UFC/mL mediante diluciones en caldo Mueller Hinton (Merck) 70,76. 
A 10 mL de esta concentración final del inóculo se incorpora 50 µL de solución 
de resazurina de 20 mg/mL. Esta solución final del inóculo con resazurina fue 
utilizada en el ensayo por microdilución en placa 9,82. 
3.5.7.6 Diseño de la microplaca 
Según las necesidades de nuestro estudio se determinó el siguiente diseño de 
ubicaciones para cada microplaca del ensayo. Cada microplaca fue ensayada 
por una sola especie bacteriana frente a las muestras de los extractos de ambas 
plantas, es decir una microplaca fue utilizada para inóculos de una especie 
bacteriana y se ensayaron los extractos M1, M2, M3, M4, M5, y M6. Se tuvo en 
cuenta las ubicaciones apropiadas para el Control de Esterilidad, Control de 
Crecimiento y para el Control positivo.     
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Tabla 6. Diseño de la microplaca de poliestireno empleado en el estudio. 
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12  
A CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 CC M1 
B CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 CC M2 
C CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 CC M3 
D CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 CC M4 
E CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 CC M5 
F CE 2000 1000 500 250 125 62.5 31.25 15.62 7.81 3.90 CC M6 
G CE CP CP CP CP CP CP CP CP CP CP CC  
H - - - - - - - - - - - - 
Leyenda: CE: Control de esterilidad (Caldo MH + RZ / sin bacteria), CP: Control positivo 
(Ciprofloxacino en diluciones seriales + caldo MH + RZ + bacteria), CC: Control de crecimiento 
(bacteria + caldo MH + RZ). A-D: Extractos de Hyptis eriocephala Benth / E-F: Extractos de 
Piper umbellatum L. (Diluciones seriales del pocillo 2 al 11 + caldo MH + RZ + bacteria). Color 
rosa indica crecimiento / Color azul indica inhibición de crecimiento. Se siembra 1 especie 
bacteriana por microplaca. Todos los valores de concentraciones corresponden a la unidad de 
µg/mL. 
 
3.5.7.7 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
Para la determinación de la CMI mediante el método de microdilución en placa 
se utilizaron microplacas de poliestireno estériles con 96 pocillos de fondo en 
“U”, sobre los cuales se incorporaron las diluciones seriales de las muestras de 
los extractos, los controles, el inóculo según el microorganismo junto al indicador 
resazurina como marcador de células vivas. La incorporación de estas muestras 
y reactivos se realizó según el diseño de la microplaca (Tabla 6). Para este 
procedimiento se tuvo en cuenta lo descrito por Sarker y col. 70 y las 
modificaciones de Ruiz y col. 9. 
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Procedimiento del método de microdilución en placa para CMI 
Se incorpora 200 µL de las soluciones finales de muestras y de Ciprofloxacino 
en cada pocillo en las locaciones de A2 – G2 correspondientemente, según el 
diseño de la microplaca en la Tabla 6. Se adicionó 100 µL de caldo Mueller 
Hinton en las locaciones de A3 – G12. Luego se trasvasa 100 µL de la columna 
2 a la 3 y se homogenizan. La misma operación se realiza desde la columna 3 
hasta la columna 11. A la columna 11 se le retira 100 µL para que todas los 
pocillos tengan un volumen de 100 µL. Cabe mencionar que la columna 12 
corresponde al Control de Crecimiento y solo se le adiciona caldo Mueller Hinton. 
Finalmente, se adiciona 100 µL de la solución final del inóculo (que ya cuenta 
con resazurina) en cada pocillo de las locaciones desde A2 hasta G12.  La 
columna 1 correspondiente al Control de Esterilidad fue únicamente adicionada 
con solución de trabajo de resazurina.  
Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 h en condiciones aerobias. 
3.5.7.8. Comprobación de las cepas formadoras de biopelículas 
Para evaluar la capacidad formadora de biopelículas de las cepas de 
Staphylococcus aureus ATCC 25923 y Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
se utilizó el método Freeman y col. El sembrado en placas se realizó por 
aislamiento en agar rojo de Congo y se incubaron a 37 °C por 24 h en 
condiciones aerobias. Las bacterias que desarrollaron colonias de color negro 
con una consistencia seca cristalina fueron tomadas en cuenta con cepas 
formadoras de biopelículas y las colonias rosadas se evidencian como bacterias 
que no forman biopelículas 65. 
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3.5.7.9. Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria de 
Biopelículas (CMIB) 
La determinación de la concentración mínima inhibitoria de cepas formadoras de 
biopelículas se realizó por el método de microdilución en placa con resazurina 
descrito por Antunes y col. 71 y las modificaciones de Ruiz y col. 9 el cual fue 
adaptado a nuestro estudio. Se utilizó microplacas de poliestireno estériles con 
96 pocillos de fondo plano. 
Procedimiento del método de microdilución en placa para CMIB 
El procedimiento fue similar a lo ensayado para la determinación de CMI en 
cepas planctónicas por el método de microdilución en placa, sin embargo, para 
el ensayo con biopelículas para determinar el CMIB se adicionó una serie de 
enjuagues de los pocillos de la microplaca con el fin de retirar bacterias 
planctónicas y contar con las bacterias que lograron adherirse y formar 
biopelículas en las paredes internas de los pocillos de poliestireno. Posterior a 
los enjuagues de los pocillos de la microplaca, se incorporan las diluciones 
seriales de las muestras de los extractos para enfrentar su actividad inhibitoria 
del crecimiento frente a las cepas de biopelículas 9,71.  
Se incorporó 100 µL de las soluciones finales del inóculo (que ya contiene 
resazurina) desde las locaciones de A2 – G12 incubándose a 37 °C por 24 h en 
condiciones aerobias. Se retiró el contenido líquido de las microplacas y se 
realizó 3 enjuagues consecutivos con solución salina 0.9% para posteriormente 
ser secados a 37 °C por 30 minutos con la finalidad de contar con las biopelículas 
adheridas y fijas en las paredes internas de los pocillos. 
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Se prepara en una segunda microplaca según el procedimiento descrito en el 
ítem “Procedimiento del método de microdilución en placa para CMI”. De esta 
segunda microplaca se utilizó 100 µL que se trasvasaron a la primera microplaca 
donde se encuentran adheridas las biopelículas formadas.  
La primera microplaca se incuba a 37 °C por 24 horas. Luego de transcurrido 
este tiempo, se retira el contenido de cada pocillo y se enjuagan con solución 
salina estéril 0.9% por 3 veces dejándose secar a 37°C por 30 minutos. 
Finalmente se incorporó 100 µL de solución de resazurina de 20 mg/Ml en las 
locaciones desde A1 hasta G12. Se procede a la incubación a 37 °C por 60 
minutos. 
La columna 1 correspondiente al Control de Esterilidad fue únicamente 
adicionada con dilución de resazurina.  
Las microplacas se incubaron a 37 °C por 24 h en condiciones aerobias. 
3.5.7.10. Lectura de resultados 
Los resultados fueron leídos visualmente. Se registró como resultado positivo a 
cualquier cambio de color de azul a rosado. Así mismo, los valores de CMI ó 
CMIB fueron definidos como la menor concentración de un extracto en 
investigación que impide el cambio de color del indicador resazurina. Se 
realizaron tres ensayos y el promedio de estos valores fue reportado como CMI 
ó CMIB según corresponde 83. 
Para la lectura del Control positivo Ciprofloxacino se observa las posiciones G2 
– G11 con el fin de corroborar la inhibición del crecimiento en estas locaciones 
de la microplaca.   El control de esterilidad ubicado en la columna 1 desde la 
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posición A1 – G1 corroboran la no contaminación de la microplaca en todo el 
experimento. Por último el Control de crecimiento localizado en la columna 12 
desde la posición A12 – G12 corroboran el crecimiento y viabilidad de los 
microorganismos ensayados. (Ver tabla 6). 
3.5.7.11. Interpretación de resultados de CMI y CMIB 
Para los resultados obtenidos en el ensayo de microdilución en placa con 
resazurina se tomó en cuenta los parámetros propuestos por Holetz y col 84. Se 
consideró que todos los extractos que mostraron valores de CMI y CMIB 
menores o iguales a 1000 μg/mL tuvieron actividad antibacteriana. Ver Tabla 
7. 
Tabla 7. Clasificación de la actividad antibacteriana según valores de la 
concentración mínima inhibitoria 84. 
 
 
 
 
  
Valores de la  
Concentración Mínima Inhibitoria 
Actividad antibacteriana 
Menor a 100 μg/mL Buena 
100 a menores de 500 μg/mL Moderada 
500 a 1000 μg/mL Débil 
Mayor a 1000 μg/mL Inactiva 
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IV. RESULTADOS 
4.1. Ensayos Fitoquímicos. 
4.1.1. Resultados de la Marcha Fitoquímica preliminar 
La tabla 8 y tabla 9 presenta los resultados de la Marcha Fitoquímica Preliminar 
que se realizó por duplicado a los extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper 
umbellatum L. respectivamente: 
Tabla 8. Determinación cualitativa de metabolitos secundarios de los extractos 
de Hyptis eriocephala Benth. 
MARCHA FITOQUÍMICA PRELIMINAR 
Muestras de Hyptis eriocephala Benth 
M1 M2 M3 M4 
METABOLITO ENSAYO R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 
Antocianinas Reacción con ácido sulfúrico - - - - - - - N/A 
Alcaloides Dragendorff ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ N/A 
Lactonas Baljet ++ +++ + + + + + N/A 
Flavonoides Shinoda + + + + + + + N/A 
Cardenólidos Kedde - - - - - - - N/A 
Esteroides Libermann – Burchard - - - - - - - N/A 
Saponinas Espuma - - - - - - - N/A 
Taninos Cloruro Férrico +++ +++ + + ++ ++ + N/A 
Triterpenos Libermann – Burchard + + - - - - - N/A 
Azúcares 
Reductores 
Fehling - - - - + - - N/A 
Fenoles Cloruro Férrico +++ +++ - - + + + N/A 
Leyenda: +++: Reacción muy evidente, ++: Reacción evidente, +: Reacción poco evidente, pero 
aceptable, (-): No hubo reacción. N/A: No aplica. 
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Tabla 9. Determinación cualitativa de metabolitos secundarios de los extractos 
de Piper umbellatum L. 
MARCHA FITOQUÍMICA PRELIMINAR 
Muestras de 
Piper umbellatum L. 
M5 M6 
METABOLITO ENSAYO R1 R2 R1 R2 
Antocianinas Reacción con ácido sulfúrico - - - - 
Alcaloides Dragendorff ++ ++ ++ ++ 
Lactonas Baljet + ++ - - 
Flavonoides Shinoda - + + - 
Cardenólidos Kedde - - - - 
Esteroides Libermann – Burchard - - - - 
Saponinas Espuma - - - - 
Taninos Cloruro Férrico - ++ + - 
Triterpenos Libermann – Burchard - - + - 
Azúcares Reductores Fehling + - + - 
Fenoles Cloruro Férrico - + + - 
Leyenda: +++: Reacción muy evidente, ++: Reacción evidente, +: Reacción poco evidente, pero 
aceptable, (-): No hubo reacción. N/A: No aplica. 
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4.1.2. Análisis de Cromatografía en capa fina. 
 
Los resultados del análisis por cromatografía en capa fina se muestras en la 
Tabla 10. (ANEXO N° 11). 
Tabla 10. Cromatografía en capa fina de los extractos de Hyptis eriocephala 
Benth y Piper umbellatum L. (Rf de los metabolitos secundarios). 
Leyenda: M1: Extracto etanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth. M2: Extracto metanólico 
de hojas de Hyptis eriocephala Benth. M3: Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala 
Benth. M4: Extracto metanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth. M5: Extracto etanólico de 
hojas de Piper umbellatum L. M6: Extracto metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
 
 
 
 
 
ANÁLISIS 
CROMATOGRÁFICO 
Hyptis eriocephala Benth Piper umbellatum L. 
MUESTRAS M1 M2 M3 M4 M5 M6 
FS: Frente de 
solvente (cm) 
9.5 8.5 9.4 9.5 8.7 9.6 
Rf: Alcaloides N/A 0.741 0.1515 N/A N/A 0.0900 
Rf: Flavonoides 
0.7894 
 
0.6842 
 
0.4210 
0.8000 
 
0.5764 
 
0.4110 
 
0.2588 
 
0.1176 
0.6364 
0.2421 
 
0.4421 
 
0.8631 
 
0.9263 
0.1264 
 
0.2298 
 
0.3678 
 
0.7471 
 
0.8850 
 
0.9310 
0.6060 
Rf: Cumarinas N/A 0.75 0.2424 N/A N/A 0.6263 
Rf: Terpenos 0.4000 
0.9058 
 
0.7294 
 
0.5882 
0.7575 0.2421 
0.9080 
0.7471 
0.5862 
0.8000 
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4.2. Actividad antibacteriana 
 
4.2.1. Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) 
Los resultados de la determinación de la concentración mínima inhibitoria de los 
extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente a cepas 
planctónicas mediante el ensayo por microdilución en placa con resazurina se 
presentan en las Tablas 11-12 y las Figuras 9-10. 
Tabla 11.  Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los 
extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente a cepas 
planctónicas de Staphylococcus aureus. 
Cepas planctónicas 
Concentración Mínima Inhibitoria CMI (μg/mL) 
Extractos de Hyptis eriocephala Benth Extractos de  Piper umbellatum L. 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Staphylococcus 
aureus  
ATCC 25923 
≥ 500 ≥ 500 ≥ 1000 ≥ 1000 ≥ 500 ≥ 500 
Control:  
Ciprofloxacino 
≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 
Leyenda: Se reportó el CMIB como el promedio de 3 ensayos. M1: Extracto etanólico de hojas 
de Hyptis eriocephala Benth. M2: Extracto metanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth. M3: 
Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth. M4: Extracto metanólico de tallos de 
Hyptis eriocephala Benth. M5: Extracto etanólico de hojas de Piper umbellatum L. M6: Extracto 
metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
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Tabla 12.  Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los 
extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente a cepas 
planctónicas de Staphylococcus epidermidis. 
Cepas planctónicas 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) μg/mL 
Extractos de Hyptis eriocephala Benth Extractos de Piper 
umbellatum L. 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Staphylococcus 
epidermidis  
ATCC 12228 
≥ 500 ≥ 500 ≥ 250 ≥ 500 ≥ 250 ≥ 125 
Control:  
Ciprofloxacino 
≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 ≥ 0.5 
Leyenda: Se reportó el CMIB como el promedio de 3 ensayos. M1: Extracto etanólico de hojas 
de Hyptis eriocephala Benth. M2: Extracto metanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth. M3: 
Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth. M4: Extracto metanólico de tallos de 
Hyptis eriocephala Benth. M5: Extracto etanólico de hojas de Piper umbellatum L. M6: Extracto 
metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
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Leyenda: M1: Extracto etanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M2: Extracto metanólico 
de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M3: Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala 
Benth, M4: Extracto metanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth, M5: Extracto etanólico de 
hojas de Piper umbellatum L., M6: Extracto metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
 
Figura 9. Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los 
extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente a cepas 
planctónicas de Staphylococcus aureus. 
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Leyenda: M1: Extracto etanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M2: Extracto metanólico 
de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M3: Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala 
Benth, M4: Extracto metanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth, M5: Extracto etanólico de 
hojas de Piper umbellatum L., M6: Extracto metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
Figura 10. Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de los 
extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente a cepas 
planctónicas de Staphylococcus epidermidis. 
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4.2.2. Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas (CMIB) 
Los resultados de la determinación de la concentración mínima Inhibitoria de los 
extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente a cepas 
formadoras de biopelículas mediante el ensayo por microdilución en placa con 
resazurina se presentan en las Tablas 13-14 y las Figuras 11-12. 
Tabla 13.  Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas 
(CMIB) de los extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente 
a cepas formadoras de biopelículas de Staphylococcus aureus. 
Cepas 
formadoras de 
biopelículas 
Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas (CMIB) μg/mL 
Extractos de Hyptis eriocephala Benth Extractos de Piper 
umbellatum L. 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Staphylococcus 
aureus  
ATCC 25923 
> 2000 > 2000 > 2000 > 2000 ≥ 2000 > 2000 
Control:  
Ciprofloxacino 
≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 
Leyenda: Se reportó el CMIB como el promedio de 3 ensayos. M1: Extracto etanólico de hojas 
de Hyptis eriocephala Benth. M2: Extracto metanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth. M3: 
Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth. M4: Extracto metanólico de tallos de 
Hyptis eriocephala Benth. M5: Extracto etanólico de hojas de Piper umbellatum L. M6: Extracto 
metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
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Tabla 14.  Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas 
(CMIB) de los extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente 
a cepas formadoras de biopelículas de Staphylococcus epidermidis. 
Cepas 
formadoras de 
biopelículas 
Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas (CMIB) μg/mL 
Extractos de Hyptis eriocephala Benth Extractos de Piper 
umbellatum L. 
M1 M2 M3 M4 M5 M6 
Staphylococcus 
epidermidis  
ATCC 12228 
> 2000 > 2000 > 2000 > 2000 1000 ≥ 2000 
Control:  
Ciprofloxacino 
≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 ≥ 8.0 
Leyenda: Se reportó el CMIB como el promedio de 3 ensayos. M1: Extracto etanólico de hojas 
de Hyptis eriocephala Benth. M2: Extracto metanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth. M3: 
Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth. M4: Extracto metanólico de tallos de 
Hyptis eriocephala Benth. M5: Extracto etanólico de hojas de Piper umbellatum L. M6: Extracto 
metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
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Leyenda: M1: Extracto etanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M2: Extracto metanólico 
de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M3: Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala 
Benth, M4: Extracto metanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth, M5: Extracto etanólico de 
hojas de Piper umbellatum L., M6: Extracto metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
Figura 11. Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas 
(CMIB) de los extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente 
a cepas formadoras de biopelículas de Staphylococcus aureus. 
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Leyenda: M1: Extracto etanólico de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M2: Extracto metanólico 
de hojas de Hyptis eriocephala Benth, M3: Extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala 
Benth, M4: Extracto metanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth, M5: Extracto etanólico de 
hojas de Piper umbellatum L., M6: Extracto metanólico de hojas de Piper umbellatum L. 
Figura 12. Resultados de la Concentración Mínima Inhibitoria de Biopelículas 
(CMIB) de los extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. frente 
a cepas formadoras de biopelículas de Staphylococcus epidermidis. 
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V. DISCUSIÓN 
 
En referencia a la actividad inhibitoria que presentó Hyptis eriocephala Benth; Se 
demostró que los extractos de Hyptis eriocephala Benth presentaron actividad 
inhibitoria frente al crecimiento de cepas planctónicas de Staphylococcus aureus 
y Staphylococcus epidermidis, lo cual es acorde con estudios relacionados al 
género Hyptis que evidenciaron actividad antibacteriana en algunas cepas gram 
positivas. Podemos mencionar los resultados encontrados por Comfort y col. 85 
que demostraron actividad inhibitoria del extracto metanólico de las hojas de 
Hyptis suaveolens frente a Staphylococcus aureus. Estudios de la actividad 
antibacteriana de Hyptis suaveolens mencionan que los extractos etanólicos y 
metanólicos presentaron mayor actividad antibacteriana que los extractos 
acuosos frente a Staphylococcus aureus 86, 87. Nuestro estudio utilizó las hojas y 
tallos de Hyptis eriocephala Benth, sin embargo, Ahmad y col 88 evidenciaron 
que el extracto metanólico de la raíz de Hyptis suaveolens tuvo actividad 
inhibitoria del crecimiento sobre cepas de Staphylococcus epidermidis. Es 
importante mencionar que Hyptis martiusii Benth demostró actividad 
antibacteriana frente a cepas de Staphylococcus aureus meticilina-resistentes 89. 
Cabe mencionar que la literatura científica no cuenta con estudios específicos 
de Hyptis eriocephala Benth relacionados con la actividad antibacteriana, por lo 
cual los datos para la comparación de resultados son las investigaciones de las 
especies más estudiadas del género Hyptis. 
El extracto etanólico de las hojas de Hyptis eriocephala Benth presentó actividad 
antibacteriana con una CMI de 500 µg/mL frente a las cepas planctónicas de 
Staphylococcus aureus, mientras que los extractos de los tallos y el extracto 
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metanólico de las hojas mostraron una CMI a 1000 µg/mL; ambos valores se 
interpretaron con actividad inhibitoria de acuerdo a Holetz y col 84.  
Las cepas planctónicas de Staphylococcus epidermidis fueron susceptibles al 
extracto etanólico de las hojas de Hyptis eriocephala Benth con un valor de CMI 
250 µg/mL, y para el caso del extracto metanólico de las hojas de Hyptis 
eriocephala Benth se evidenció una actividad inhibitoria con un valor de CMI de 
500 µg/mL. Con lo cual quedó demostrado que los extractos de las hojas de 
Hyptis eriocephala Benth tuvieron una actividad antibacteriana de débil a 
moderada frente a las cepas planctónicas Staphylococcus epidermidis. 
Para los casos en los que se ensayaron los extractos etanólico y metanólico de 
hojas y tallos de Hyptis eriocephala Benth no se demostró actividad anti 
biopelícula para ambas especies bacterianas.  
En referencia a la actividad inhibitoria que presentó Piper umbellatum L.; Se 
demostró que los extractos etanólico y metanólico de las hojas de Piper 
umbellatum L, frente a las cepas planctónicas Staphylococcus epidermidis, 
tuvieron actividad antibacteriana moderada con un valor de CMI de 250 µg/mL. 
Sin embargo, cuando el extracto etanólico de Piper umbellatum L. se enfrentó a 
las cepas planctónicas de Staphylococcus aureus se mostró una actividad 
antibacteriana débil con un valor de CMI de 1000 µg/mL.  Con lo cual, se pudo 
demostrar que los extractos ensayados de Piper umbellatum L, tienen actividad 
antibacteriana de moderada a débil frente a las cepas planctónicas 
Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus aureus respectivamente. 
La actividad antibiopelícula de Piper umbellatum L se demostró solo frente a 
biopelículas de Staphylococcus epidermidis y específicamente con los extractos 
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etanólicos, con una actividad antibacteriana débil con un valor de CMIB de 1000 
µg/mL, los extractos metanólicos no presentaron actividad de inhibición del 
crecimiento de biopelículas de ninguna de las dos cepas de biopelículas puesto 
que su valor de CMIB fue mayor de 2000 µg/mL. Cabe considerar que el Control 
de esterilidad, el control positivo y el control de crecimiento se mantuvieron 
conformes a lo diseñado en el experimento. 
Se empleó el Ciprofloxacino por ser una quinolona que mostró actividad sobre 
cepas de biopelículas, cabe remarcar que las concentraciones empleadas en el 
experimento están basadas en las concentraciones séricas descritas por la FDA 
y lo recomendado por el CLSI/NCCLS Standards 90. Se observó que nuestro 
control positivo de Ciprofloxacino tuvo un comportamiento esperado sobre la 
inhibición del crecimiento de cepas planctónicas y cepas formadoras de 
biopelículas con un valor promedio de CMI a ≥ 0.5 µg/mL con lo cual se pudo 
demostrar su alta actividad sobre las cepas empleadas en el experimento 91. De 
Oliveira A. el at empleó el método de microdilución en placa de poliestireno y 
encontró que el Staphylococcus aureus y los estafilococos coagulasa-negativos 
(SCN) no presentaron susceptibilidad antibiopelícula frente a la vancomicina 
incluso con altas concentraciones de este antibiótico 91.  
El método de microdilución en placa con resazurina permitió evaluar a las cepas 
formadoras de biopelículas puesto que los métodos tradicionales de laboratorio 
que evalúan actividad antibacteriana tales como Kirby Bauer solo están 
orientados a evaluar cepas planctónicas y no para cepas de biopelículas.  
El uso de la microplaca permitió el crecimiento de las cepas de biopelículas 
adheridas a las paredes internas de cada pocillo. Cabe mencionar que previo al 
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ensayo en la microplaca, se realizó la comprobación de las cepas formadoras de 
biopelículas mediante el método Agar Rojo de Congo el cual está descrito por la 
bibliografía como el método más idóneo para el screnning preliminar de 
estafilococos 64, 65. 
La actividad antibacteriana que se evidenció por algunos de los extractos de 
Hyptis eriocephala Benth y de Piper umbellatum L. podrían explicarse por los 
hallazgos reportados por la Marcha fitoquímica y corroborados con la 
Cromatografía en capa fina, encontrándose metabolitos secundarios comunes 
en las dos especies vegetales tales como: Alcaloides, Lactonas, taninos y 
fenoles.  
Cabe mencionar que Hyptis eriocephala Benth evidenció una mayor presencia 
de metabolitos como alcaloides, flavonoides, Lactonas, taninos, fenoles y 
Triterpenos. Tal es así que los extractos de Hyptis eriocephala Benth mostraron 
una actividad antibacteriana de moderada a débil frente a cepas planctónicas y 
una actividad débil frente a cepas formadoras de biopelículas de Staphylococcus 
aureus. Cabe mencionar que Piper umbellatum L. está más ampliamente 
estudiado mediante el uso de los aceites esenciales y en menor medida de sus 
extractos alcohólicos, siendo los aceites esenciales de Piper umbellatum L. 
reportados con actividad antibacteriana en estudios previos al género Piper 36,92-
95. 
El crecimiento de biopelículas en estos ensayos por microplaca depende de 
varios factores, como la capacidad de adhesión que tiene la cepa bacteriana 
sobre la superficie inerte, el pretratamiento de las cepas, los medios de cultivos, 
el tiempo de crecimiento, ente otros. Específicamente en los casos de 
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Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis la literatura reporta que el 
Staphylococcus epidermidis está más vinculado a la capacidad de formar 
biopelículas sobre superficies inertes como por ejemplo sobre los dispositivos 
médicos, lo cual podría explicar su mayor crecimiento en las microplacas (mayor 
biomasa adherida a las paredes internas de los pocillos de poliestireno) y mostrar 
menor inhibición frente a los extractos ensayados en comparación a los 
resultados mostrados por Staphylococcus aureus 96. 
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VI. CONCLUSIONES 
1. El extracto etanólico de tallos de Hyptis eriocephala Benth tiene actividad 
antibacteriana moderada frente a cepas plantónicas de Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 con un valor de CMI de 250 µg/mL. Los 
extractos etanólico y metanólico de hojas de Piper umbellatum L. tienen 
actividad antibacteriana moderada frente a cepas plantónicas de 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 con valores de CMI de 250 
µg/mL y 125 µg/mL correspondientemente. Todos los demás extractos 
tienen actividad antibacteriana débil con valores de CMI de 1000 µg/mL y 
500 µg/mL.  
2. El extracto etanólico de hojas de Piper umbellatum L. tiene actividad 
antibiopelícula débil únicamente frente a biopelículas de Staphylococcus 
epidermidis ATCC 12228 con un valor de CMIB de 1000 µg/mL. Los 
demás extractos de Hyptis eriocephala Benth y Piper umbellatum L. no 
tienen actividad antibiopelícula frente a los microorganismos estudiados. 
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VII. RECOMENDACIONES 
Para estudios posteriores se recomienda ampliar la batería de solventes para 
extraer metabolitos con otras polaridades, principalmente para el caso de Hyptis 
eriocephala Benth. 
La bibliografía es amplia en referencia a la actividad antimicrobiana que 
presentan los aceites esenciales de estas dos especies vegetales, es por ello 
que se recomienda el uso de los aceites esenciales para posteriores estudios de 
actividad sobre biopelículas de estas especies vegetales. 
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ANEXO N° 4 
MATERIALES Y EQUIPOS 
Medios de cultivo 
• Agar Triptona de Soya (Merck). 
• Caldo Mueller Hinton (Merck). 
Reactivos 
• Agua destilada (B Braun Medical) 
• Etanol 96% (Merck) 
• Metanol (Merck) 
• Solución Salina Estéril 0.9% (B Braun Medical) 
• Cloruro de Sodio (Merck) 
• Resazurina (Sigma Aldrich, USA) 
• Dimetilsulfóxido DMSO (Merck) 
Estándar secundario 
• Ciprofloxacino 94.05%  
Equipos 
• Autoclave (FAVRILL)  
• Molino de cuchillas N° 21 
• Molino Industrial 
• Rotavapor (BUCHI) 
• Estufa eléctrica de 37° C (MEMMERT)  
• Horno de esterilización (MEMMERT) 
• Balanza digital (Denver Instrument Modelo XP-300)  
• Balanza analítica (Sartorius Modelo CPA 2245) 
 
Otros materiales  
• Micropipeta Multicanal de 10 – 100 µL (EPPENDORF Research) 
• Micropipeta Transferpette de 10 – 100 µL (BOECO Germany) 
• Micropipeta Transferpette de 100 – 1000 µL (PIPET 4LL)  
• Microplaca de poliestireno estériles (Thermo Scientific) 
• Pipetas graduadas de 1, 5 y 10mL (ISOLAB)   
• Placas Petri descartables (ISOLAB)  
• Placas Petri estériles de vidrio 15 x 100 mm (PIREX) 
• Asa Drigalsky estéril 
• Asas de siembra de Kohle 
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